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بیفیدوباکتریوم لاکتیس در بستنی سیمبیوتیک
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 چکیده  
زمینه مطالعه: علیرغم فواید بسیار ترکیبات طبیعی از جمله عصاره چای سبز، استفاده از آن ها در تولید مواد غذایی و دارویی کاربرد محدودی 
دارد. امروزه کپسولاســیون ترکیبات طبیعی در نانولیپوزوم ها به عنوان یک روش مناســب و کارامد جهت محافظت این مواد طی فرایند تولید و 
نگهداری، مورد استفاده قرار می گیرد. هدف: در این مطالعه، خصوصیات فیزیکوشیمیایی نانولیپوزوم های عصاره چای سبز و فعالیت پری بیوتیکی 
آن بر روی دو پروبیوتیک لاکتوباسیلوس کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیسدر محیط کشت و بستنی بررسی شد. روش کار: ابتدا عصاره آبی چای 
سبز به روش فیلم نازک کپسوله شده و توسط امواج مافوق صوت به اندازه های نانو در آمدند. به منظور بررسی خواص پری بیوتیکی نانولیپوزوم های 
عصاره چای سبز، ١ ٪ از این عصاره در حضور دو پروبیوتیک لاکتوباسیلوس کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس به محیط کشت و بستنی اضافه شدند. 
نتـایـج: میانگین قطر نانولیپوزوم های بدست آمده، حدود nm ١/٩ ±۴۴/٧ با شاخص پراکندگی ٠/٠١۴ ± ٠/٢٠٣، و میزان محصور سازی عصاره 
چای سبز نانولیپوزومی تحت شرایط بهینه ٩٧٪ بود. علاوه بر این، افزودن ١٪ عصاره چای سبز نانولیپوزومی در محیط کشت، رشد لاکتوباسیلوس 
کازئــی و بیفیدوباکتریــوم لاکتیس را به طور معنی داری افزایــش داد. در بین گروه های مورد مطالعه، کمترین کاهش در میانگین لگاریتم تعداد 
لاکتوباسیلوس کازئی در طول مدت زمان نگهداری در بستنی های حاوی ١٪ عصاره چای سبز نانولیپوزومی معادل log ١/۵٩ و بیشترین کاهش 
در بستنی های گروه کنترل برابر با log ۴/١۶ مشاهده شده است. همچنین کمترین اختلاف در میانگین لگاریتم تعداد بیفیدوباکتریوم لاکتیس در 
بستنی های حاوی ١٪ عصاره چای سبز نانولیپوزومی معادل log ٠/٨۴ و بیشترین اختلاف در بستنی های گروه کنترل برابر با log ۴/۴ بدست آمده 
است. نتیجه گیری نهایی: نانو کپسولاسیون عصاره چای سبز اثر معنی داری در  رشد و زنده مانی پروبیوتیک ها در محیط کشت و بستنی دارد و 

می توان از این روش به منظور افزایش بقای پروبیوتیک ها طی فرایند تولید و نگهداری مواد غذایی استفاده کرد.

واژه های کلیدی: عصاره چای سبز، کپسولاسیون نانولیپوزومی، خواص پری بیوتیکی ، بستنی
مقدمه

پروبیوتیک ها میکروارگانیسم های زنده ای هستندکه مصرف منظم وکافی 
آن ها با بهبود خواص میکروبی روده، اثرات ســودمندی برسلامت مصرف 
کننــده می گــذارد. بــرای تحقق این آثارســلامتی بخــش مصرف منظم 
١٠۶الی ١٠٩ســلول زنــده توصیه می گردد (٢٨). پــری بیوتیک ها ترکیبات 

الیگوساکاریدی غیر قابل هضمی هستند که اثرات فیزیولوژیکی مفید خود را 
بر میزبان از طریق تحریک رشد انتخابی پروبیوتیک ها اعمال می کنند (٣٣). 
یک ماده غذایی حاوی پروبیوتیک و پری بیوتیک را سیمبیوتیک یا غذای 
فراویژه می نامند (١١). بین پروبیوتیک ها و پری بیوتیک ها در فراورده های 
سیمبیوتیک اثر سینرژیستی وجود دارد. پری بیوتیک ها ترکیباتی هستندکه 
بــه عنوان منبــع کربن یا انــرژی در کولون توســط پروبیوتیک ها مصرف 
می شــوند و در نتیجه باعــث افزایش تعداد پروبیوتیک هــا و کاهش تعداد 
میکروارگانیســم های بیماریــزا در روده می شــوند (٣٠). امروزه اســتفاده از 
پروبیوتیک ها بصورت مکمل های خوراکی ویا ترکیب با فرآورده های غذایی 
درحال افزایش است. بستنی از یک سو به دلیل داشتن قابلیت بالا در بقای

 پروبیوتیک ها و از ســوی دیگر پر طرفدار بودن به سبب دارا بودن خواص 
حسی ویژه، محیط مناسبی برای انتقال پروبیوتیک ها به بدن است (٩،١۶). 

البته، احتمال ناشی از شوک سرمایی و کاهش درجه فعال بودن باکتری ها 
پــس از ورود بــه بــدن را، نباید نادیــده گرفت. جهت اثربخشــی غذاهای 
پروبیوتیک لازم اســت که میکروارگانیســم ها تازمان مصرف موادغذایی 
مذکور، ازبقای مناســبی برخوردار بوده و به تعدادکافی به روده برسند (٢۵). 
باکتری های پروبیوتیک به شــرطی قادرند اثرات مفید خود را بر ســلامت 
مصــرف کننده بگذارند کــه به تعداد (١٠٧ CFU/g) و زنــده به روده بزرگ 
برسند. به همین دلیل از دغدغه های اصلی تولید کنندگان این محصولات 
زنده مانی این باکتری ها طی زمان نگهداری محصول و همچنین بقای این 
پروبیوتیک ها در مواجهه با اسید معده و املاح قلیایی صفرا در ابتدای روده 

باریک می باشد (٣٠).
نانوکپسولاسیون یکی از روشهای نوین جهت افزایش پایداری فیزیکی 
ترکیبات فعال زیستی، محافظت آن ها در مقابل عوامل نامساعد محیطی 
و همچنیــن اثــرات تداخلی ترکیبات غذایی می باشــد. این روش شــامل 
دســتکاری اتم ها و مولکولها بوده که منجر به ایجاد ساختارهایی در اندازه 
نانو شده (اغلب nm ١٠٠ یا کمتر) که باعث حفظ خواص آن نیز می گردد. 
نانوکپسولاســیون به عنوان یک تکنولوژی نوین در بسته بندی مواد فعال 
به اندازه های کوچک با اســتفاده از تکنیک هایی مانند نانو کمپوزیت، نانو 
امولسیفیکاسیون، نانوســاختارها و در نهایت فراهم کردن محصول نهایی 
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فراســودمند که آزاد ســازی کنترل شده هســته را در بر می گیرد، استفاده 
می شود. ترکیبات نانوکپســوله به دلیل اندازه کمتر از سلولشان، از فعالیت 
زیســتی بالاتری برخوردار هستند. همچنین از این روش جهت حفاظت از 
 pH ترکیبات فعال در مقابل عوامل محیطی مانند اکسیژن، نور، رطوبت و
نیز استفاده می شود. یکی از انواع نانوساختارها، لیپوزوم ها هستند. لیپوزوم ها 
در واقع وزیکول های ریز و توخالی دارای یک یا چند غشــا لیپیدی دولایه 
هســتند که در مرکز آن ها  هســته مایعی قرار دارد و می توانند مواد فعال را 
در فضای درونی خود به دام بیندازند. کپسولاسیون توسط لیپوزوم ها از مواد 
فعال زیســتی در مقابل هضم در دســتگاه گوارش محافظت کرده، میزان 
جذب گوارشی را افزایش داده  که در نهایت باعث افزایش فراهمی زیستی 
و فعالیت زیستی آن ها می شود (٢٧). سازگاری زیستی، سایز های وزیکولی 

مختلف و شارژ سطحی، از ویژگی های نانولیپوزوم ها می باشد (١٧).
چای ســبز با نام علمــی (Camellia sinensis) یکی از رایج ترین 
گیاهان دارویی پر مصرف در جهان است که در انواع محصولات آرایشی، 
دارویی و غذایی ازجمله بســتنی کاربرد دارد. چای سبز ترکیبات پلی فنولی 
(کاتچین) بیشتری از چای سیاه (چای سبز اکسید شده) دارد. اثرات سلامت 
بخش چای ســبز عبارتند از: کاهش خطــرات بیماری های قلبی عروقی، 
کاهش بروز بعضی از سرطان ها، ضد فشار خون، کنترل وزن بدن به علت 
کاهش اشــتها، خاصیت ضد باکتریایی و ضد ویروسی، محافظت در برابر 
اشعه ماورا بنفش خورشید، افزایش تراکم استخوان و تأثیر مثبت بر عملکرد 
سیســتم عصبی. یکی دیگر از خواص چای ســبز،  پری بیوتیک بودن آن 
است که باعث افزایش رشد پروبیوتیک ها می شود (٢). ترکیبات چای سبز 
فراهمی زیستی پایینی دارند و همچنین ناپایدار بودن در طی فرایند تولید و 
نگهداری و عدم تحمل شرایط نامساعد محیطی علی رغم اثرات سودمند 

باعث محدودیت استفاده از اثرات مفید آن می شود (١٢).
هدف از این مطالعه ارزیابی اثر نانوکپسولاســیون عصاره چای ســبز 
بر بقای باکتری های پروبیوتیک لاکتوباســیلوس کازئی و بیفیدوباکتریوم 

لاکتیس در بستنی سیمبیوتیک و بررسی خواص حسی آن می باشد.

مواد و روش کار
تهیــه و آماده ســازی پروبیوتیک هــا: در این مطالعــه از باکتری های 

(Bb-١٢)ا  و   Lactobacillus caseiا(٠١-Lc) لیوفلیــزه  پروبیوتیــک 
Bifidobacterium lactis که از شرکت (Horsholm, Denmark)ا

 MRS-broth تهیه شده، استفاده شد و در محیط کشت CHR Hansen
در دمای C° ٣٧ به مدت ٢۴ ســاعت فعال گردیدند. سلول های پروبیوتیکی 
 ۵۵٠٠ Kobuta model) در انتهای فاز رشد لگاریتمی به وسیله سانتریفوژ
 ۴ °C ۴۵٠٠ دور در دقیقــه به مــدت ١٠ دقیقه در دمای (Tokyo, Japan
جدا سازی شده و پس از دو بار شستشو با سرم فیزیولوژی استریل، رسوب 

باکتریایی را جدا کرده و از آن در تهیه بستنی سیمبیوتیک استفاده گردید.

تهیــه میزان تلقیح باکتری ها: برای تهیــه دز تلقیح باکتری، به روش 
جذب نوری، از سوسپانسیون باکتریایی تهیه شده، مقدار مناسبی به داخل 
کووت منتقل شد و جذب نوری باکتری در طول موج nm ۶٠٠ روی عدد ١ 
تنظیم گردید. سپس سوسپانسیون باکتریایی با غلظت ١٠ برابرجذب نوری 
 MRS ١ تهیه شــد. پس از تهیه ســری رقت، در پلیت های حاوی محیط
Agar به صورت ســطحی و دوگانه کشــت داده شدند و پس از ۴٨ ساعت 
گرمخانه گذاری، پرگنه  ها شــمارش شد. تعداد باکتری های لاکتوباسیلوس 
کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس به ترتیــب CFU/ml ١٠٩×١/٢ و ١٠٩×١ 

محاسبه گردید.
تهیه عصاره آبی چای ســبز: برگ های چای ســبز از مزارعی درشمال 

ایران جمع آوری شد. عصاره آبی چای سبز با مخلوط کردن برگ های چای 
خرد شــده در آب مقطــر (١ به ١٠ w/v، اC°١٠٠) تهیه شــد. به مدت ١٠ 
دقیقه همراه با همزدن به جوش آمده و به وســیله فیلتراسیون ذرات جامد 
آن گرفته شــد. عصاره حاصله در C°۶٠ خشک گردید و در C°۴ تا هنگام 

استفاده ذخیره شد (٢٣).
تهیــه نانولیپوزوم حــاوی عصاره آبی چای ســبز: مقادیر مناســبی از 

لسیتین، کلســترول DSP-mPEG ٢٠٠٠ (١و ٢ دی استرول فسفاتیدیل 
اتانول آمین - متیل- پلی اتیلن گلیکول کونژوگه - ٢٠٠٠ (سدیم + نمک)) 
(Nanocs, USA) در ml ۵ اتانول حل شده و پس از انتقال به بالن ته گرد 
به دســتگاه روتاری تحت خلا (IKA, Germany) با دمای C° ۵٠ متصل 
گردید . بعد از تبخیر حلال، لایه نازک فاز لیپیدی در سطح داخلی بالن ته 
گرد دیده شد. سپس  فاز آبی که حاوی ml  ١٠ آب دیونیزه به همراه عصاره 
چای سبز می باشد، به بالن اضافه و مجدداً به دستگاه روتاری بدون خلا، در 
دمای C° ٣٠ به مدت ٣٠ دقیقه به منظور حل شدن کامل فاز لیپیدی در فاز 

آبی متصل شد، و در نهایت سوسپانسیون لیپوزومی تشکیل گردید (۴،۶).
ســپس به منظور کاهش اندازه و تولید نانولیپوزوم ها در ســایز مناسب 
 mesonix sonicator, Melville, New) از دســتگاه سونیکاســیون

York, USA) یا امواج مافوق صوت استفاده شد.
خواص فیزیکوشیمیایی ومورفولوژی عصاره چای سبز نانولیپوزومی: 

در این مطالعه خصوصیات فیزیکوشیمیایی عصاره چای سبز نانولیپوزومی، 
ازجمله میزان محصورسازی، اندازه ذرات، توزیع اندازه ذرات و پتانسیل زتا، 
مورد بررسی قرار گرفت. به منظور بررسی میزان محصورسازی عصاره چای 
ســبز در نانولیپوزوم ها و همچنین جدا کردن عصاره آزاد از نانولیپوزوم ها از 
روش دیالیز به شــرح زیر استفاده شد (٧،٢٩). ابتدا ml ٣ محلول لیپوزومی 
حاوی عصاره را در یک کیسه دیالیز استات سلولز (١٢٠٠٠ وزن مولکولی، 
 Spectrum, ,١٢,٠٠٠ Spectra/ Por, MW cut-off) کانادا) ریختــه
Canada) و در ml ٨٠٠ آب دیونیزه غوطه ور نمودیم و سپس با سرعت ٣٠ 
دور در دقیقه با استفاده از همزن (Kartell Italy ,Model TK٢٢) همزده 
شــد. نمونه های گرفته شــده ازمحلول اصلی درفواصل زمانی مشخص، با 
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حجم مســاوی ازحلال تازه جایگزین و در نهایت میزان عصاره چای ســبز 
 Shimadzu, Markham, ١۶٠١-UV) .٢٧٠ خوانــده شــد nm آزاد در
Ontario, Canada). ایــن آزمایــش هنگامــی کــه میــزان غلظــت 
عصــاره در برداشــت های متوالی از محلول ثابت گردید، متوقف و ســپس 

درصدکپسولاسیون و بازده باتوجه به معادله زیرتعیین گردید:
میزان محصورسازی٪ = ((عصاره کل مقدار)-(شده آزاد عصاره))/(( عصاره 

کل مقدار)) × ١٠٠
 Brookhaven Instruments) ذرات نانولیپوزوم توسط دســتگاه
Corporation, Holtsville, NY, USA)اDLS انــدازه گیــری شــد و 
 Malvern Instruments,) پتانسیل زتا نیز با دســتگاه اندازه گیری زتا
England, UK)  تعیین شد. آزمایشات با سه تکرار برای هر نمونه انجام 
شد. همچنین ریخت شناسی نانولیپوزوم های چای سبز توسط میکروسکوپ 

الکترونی (Zeiss - EM١٠C - ٨٠ KV, Germany) مشاهده گردید.
ارزیابی اثر عصاره چای ســبز نانولیپوزومی بر رشــد لاکتوباســیلوس 

کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس در محیط کشت: به منظور بررسی فعالیت 

پری بیوتیکی عصاره چای ســبز به دو فــرم آزاد و نانولیپوزومی بر روی دو 
-Bb) و بیفیدوباکتریوم لاکتیس (٠١-Lc) باکتری لاکتوباســیلوس کازئی
 MRS ٢٠ ml ١٠٣ از سوسپانســیون باکتری بــه  CFU/ ml١٢)، میــزان
broth  حاوی ١٪ عصاره آزاد و نانولیپوزومی تلقیح و در C° ٣٧ به مدت ۴٨ 
ساعت نگهداری شد. میزان رشد باکتری در زمان های ٠، ۶، ١٢، ٢۴ ،٣۶ و 
 MRS agar ١٠٠ ازآن در μl ۴٨ ساعت، بوسیله تهیه سری رقت و کشت
مورد بررســی قرار گرفت. پلیت ها به مدت ۴٨ ســاعت در دمای C° ٣٧ در 
شرایط هوازی برای لاکتوباسیلوس کازئی و بی هوازی برای بیفیدوباکتریوم 
لاکتیس نگهداری شــدند. میزان رشد باکتری با شمارش کلونی های رشد 

کرده، محاسبه گردید.
تهیه و آماده سازی بستنی سیمبیوتیک: ابتدا یک لیتر شیر استریل و 

هموژنیزه را با g ۴٠٠ خامه ٣٠ ٪ مخلوط کرده و روی شــعله قرار می دهیم 
تا درجه حرارت مخلوط به C° ۴٠ برســد، ســپس در این درجه حرارت مواد 
 ١٠ g ٠/٩ وانیل و g ،٢٧٠ شکر g ،١٠٠ گرم پودر شیرخشک g خشک شامل
پایــدار کننــده (پودر ثعلب) را با هم زن برقی مخلــوط و درجه حرارت را به 
C° ٨٠ می رسانیم. سپس مخلوط را به مدت ٢٠ دقیقه در این درجه حرارت 
 (F و A، B، C، D، E) هم می زنیم. ســپس مخلوط بستنی به شــش گروه
تقسیم شــد. ١٪ (w/v) از باکتری لاکتوباسیلوس کازئی به گروه A,B,E و 
١٪ w/v) از باکتری بیفیدوباکتریوم لاکتیس به گروه C ,D ,F تلقیح کردیم. 
 ×١٠٧ CFU/g در شمارش، تعداد اولیه این باکتری ها به طور تقریبی معادل
٩/١۵ و ١٠٧× ٨/٠۵ بدســت آمد. همچنین به گروه A, C ١٪ عصاره چای 
ســبز آزاد و به گروه B, D ١٪ عصاره چای سبز نانولیپوزومی اضافه گردید. 
لازم به ذکر است گروه E و F فاقد هر نوع عصاره بودند. در نهایت مخلوط 
بســتنی به دستگاه بستنی ساز  خانگی (Elegant, Italy) منتقل شد و به 

مدت ١۵ دقیقه در بستنی ساز مخلوط شده تا قوام و بافت مورد نظر حاصل 
گردد. در پایان، نمونه ها به صورت g ۵٠ در ظروف درب دار مخصوص توزین 

و در فریزر C°  ١٨- تا ١٨٠ روز نگهداری شدند. 
اثر عصاره چای سبز آزاد و نانولیپوزومی بر بقای لاکتوباسیلوس کازئی 

و بیفیدوباکتریوم لاکتیس در بســتنی: پس از ذوب شــدن بستنی در دمای 

محیــط، ml ٠/۵ از آن را به لوله حــاوی ml ۴/۵  آب پپتونه ٠/١ ٪ منتقل 
نمودیــم . پس از تهیه رقت های متوالی، از هر رقت μl ١٠٠ برداشــته و در 
پلیت های حاوی MRS Agar، به صورت ســطحی کشت داده شد. جهت 
شمارش لاکتوباسیلوس کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس، پلیت های کشت 
داده شده، در دمای C° ٣٧ به مدت ۴٨ ساعت به ترتیب به صورت هوازی و 
بی هوازی گرمخانه گذاری شد. در نهایت کلونی  باکتری ها شمارش گردید. 
آنالیز شیمیایی: کلیه آنالیزهای شیمیایی برطبق استاندارد ملی ایران 

شــماره ٢۴۵٠ انجام شــد (١۴). برای اندازه گیری pH از دستگاه pH متر 
٨۶۵٠٢ph/ Laboratory benchtopmmeter.modle) دیجیتالــی

mv/orp meter) اســتفاده گردیــد. اســیدیته محصول بر اســاس روش 
دورنیک، میزان چربی بســتنی با اســتفاده از روش ژربر و ماده خشــک با 
اســتفاده از خشک کردن در آون با دمای C° ١٠۵ به مدت h ۵ اندازه گیری 

شد. کلیه آزمایشات شیمیایی با دو تکرار انجام شد.
بررســی خواص حســی بســتنی: ارزیابی حســی نمونه های بســتنی 

ســیمبیوتیک توســط ۵ نفر از دانشــجویان و اعضای هیئــت علمی گروه 
بهداشت مواد غذایی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران بر طبق استاندارد 

۴٩٣٧ انجام شد (١٣).
نمونه های بســتنی شــامل ۴ گروه حــاوی لاکتوباســیلوس کازئی و 
بیفیدوباکتریــوم لاکتیس همراه با عصاره چای ســبز آزاد و نانولیپوزومی و 
دو گروه کنترل (فاقد هر گونه عصاره) بود. نمونه ها از نظر ظاهر، بو و عطر، 
طعــم و مزه، بافــت و در نهایت پذیرش کلی مورد ارزیابــی قرار گرفتند و 
به آن ها نمره ٠ تا ۵ داده شــد. ویژگی های ارزیابی شــده شامل درجات زیر 

می باشد:
مطابقت کامل ویژگی های حســی بســتنی با ویژگی های تعیین شده 
در اســتاندارد مربوطه= نمره ۵، حداقل انحراف از ویژگی های حسی تعیین 
شده در استاندارد مربوطه = نمره ۴، انحراف محسوس از ویژگی های حسی 
تعیین شده در استاندارد مربوطه = نمره ٣، انحراف زیاد از ویژگی های حسی 
تعیین شده در استاندارد مربوطه = نمره ٢، انحراف بسیار زیاد از ویژگی های 
حســی تعیین شده در اســتاندارد مربوطه = نمره ١، نامناسب برای مصرف 

انسان = ٠
تجزیــه وتحلیل آماری: نتایــج حاصل از اثر عصاره چای ســبز آزاد و 
نانولیپوزومی بر رشد و بقای لاکتوباسیلوس کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس 
در محیط کشــت و بســتنی به روش آنالیز واریانس (ANOVA) ارزیابی و 
برای مقایسه بین میانگین ها از تست Tukey استفاده شد. همچنین تفاوت 

نانو کپسولاسیون عصاره چای سبز 
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 Leastدر ویژگی هــای ارگانولپتیک با اســتفاده از آنالیز واریانــس و روش
Significant differences Fisher,s ارزیابی شــد. لازم به ذکر اســت 
تمام تحلیل های آماری با نرم افزار١٩٫٠٠, SPSS انجام و نتایج معنی دار به 

صورت ٠٫٠۵>p گزارش گردید.

نتایج
خواص فیزیکوشیمیایی و مورفولوژی: در نمودار ١، مورفولوژی و اندازه 

نانولیپوزوم عصاره چای سبز، توسط میکروسکوپ الکترونی و DLS  نشان 
داده شــده است. نتایج مطالعه حاضر نشان می دهد که میانگین قطر ذرات
nm ۴۴/٧ ، پتانسیل زتا mv ١٢- میلی ولت و بازده نانوکپسولاسیون ٩٧ ٪ 

می باشد. 
اثر عصاره چای ســبز نانولیپوزومی بر رشــد لاکتوباسیلوس کازئی و 

بیفیدوباکتریوم لاکتیس در محیط کشت: نتایج رشد لاکتوباسیلوس کازئی 

در محیط کشــت حاوی ١٪ چای ســبز آزاد و نانوکپســوله طــی h ۴٨ در 
نمودار ٢ آمده اســت. در گروه کنترل طی h ۶ اول تغییر معنی داری در رشد 

لاکتوباســیلوس کازئی دیده نشد. اما بعد از آن افزایش معنی داری در رشد 
این پروبیوتیک مشاهده گردید، بطوریکه در ساعت ٢۴ به رشد کامل خود 
برابر با log ٠/١۶ ± ٩/٣  باکتری در میلی لیتر رســید و در طی  ۴٨ ساعت 

ثابت باقی ماند. 
رشد باکتری لاکتوباسیلوس کازئی در محیط کشت حاوی ١٪ عصاره 
چای سبز آزاد، روندی مشابه با گروه کنترل داشت. اگرچه تعداد باکتری ها 
در محیط کشــت دارای عصاره چای ســبز آزاد در مقایسه با گروه کنترل، 

.(p>٠٫٠۵) افزایش یافت، اما این اختلاف از نظر آماری معنی دار نبود
افزودن ١٪ عصاره چای سبز نانولیپوزومی، رشد لاکتوباسیلوس کازئی 
را به طور معنی داری در ســاعت ۶ و ١٢ افزایش داد (٠٫٠۵>p)، در حالیکه 

تعداد باکتری ، به ترتیب ٠/۵ و ٠/۶ لوگ بالاتر از گروه کنترل بود.
نتایج رشــد بیفیدوباکتریوم لاکتیس در محیط کشت حاوی ١٪ چای 
ســبز آزاد و نانوکپســوله نیز در نمودار ٣ نشــان داده شــده است. روند رشد 
بیفیدوباکتریوم لاکتیس در محیط کشــت دارای ١٪ عصاره چای سبز آزاد 
در مقایسه با گروه کنترل در ساعات مورد مطالعه افزایش معنی داری داشت 

جدول ١. زنده مانی لاکتوباسیلوس کازئی همراه با عصاره چای سبز آزاد و نانولیپوزوم شده در بستنی سیمبیوتیک طی ١٨٠ روز نگهداری در شرایط انجماد (درصد).

١٣٠۶٠٩٠١٢٠١۵٠١٨٠زمان (روز)
نمونه های بستنی

لاکتوباسیلوس
کازئی فاقد چای سبز

٩۵/٨۵٨۵/۵۵٨٢/١۶٧٣/۶١٧١/٢٣۶٠/٨٠۴٧/٧٣

لاکتوباسیلوس
کازئی همراه با چای سبز آزاد

٩٧/٢٣٩٣/٧١٨٢/۵٣٨٠/٩٠٧١/٩٨۶٩/٧٢٧٠/۶٠

لاکتوباسیلوس کازئی همراه با چای سبز 
نانولیپوزوم

٩٨/١١٩۴/۵٩٨۵/٠۵٨٧/٣٨٣/٧٩٨١/٩٠٨٠/٠٢

جدول ٢. زنده مانی بیفیدوباکتریوم لاکتیس همراه با عصاره چای سبز آزاد و نانولیپوزوم شده در بستنی سیمبیوتیک طی ١٨٠ روز نگهداری در شرایط انجماد (درصد). 

١٣٠۶٠٩٠١٢٠١۵٠١٨٠زمان (روز)
نمونه های بستنی

بیفیدوباکتریوم
لاکتیس فاقد چای سبز

٩۵/٨٢٨۴/٨١٨١/٨٩٧٣/٩٢۵٨/١٠۴۶/۵٨۴۴/٣٠

بیفیدوباکتریوم
لاکتیس همراه با چای سبز آزاد

٩۶/۵٨٩۴/٩٣٨۶/٩٢٨۴/۶٨٨۴/١٧۶٩/٨٧۶۴/۶٨

بیفیدوباکتریوم
لاکتیس همراه با چای سبز نانولیپوزومی

٩٧/۵۶٩۶/۴۵٩۵/٠۶٩٣/١۶٩١/۶۴٩٠/٨۶٨٩/٣۶

جدول٣. ویژگی های شیمیایی نمونه های بستنی حاوی پروبیوتیک های همراه با عصاره چای سبز آزاد و نانولیپوزوم. *میانگین ± انحراف معیار.

ماده خشک بدون چربی (٪)چربی (٪)اسیدیته pH(g/l)ویژگی ها
نمونه های بستنی حاوی

٣٠/٧۵ ±٠/٠٢٠/٠٢ ± ٠٠/٠۶/١۵ ± ٠/٠١٢/۶١ ± ۶/۴۶*لاکتوباسیلوس کازئی بدون عصاره چای سبز
٣٠/٨٣  ±٠/٠٢٠/٠۴ ± ٠/٠١۶/١۵ ± ٠/٠١٢/۶١ ± ۶/۴٣لاکتوباسیلوس کازئی همراه با عصاره چای سبز آزاد

٠/٠٢ ±٠/٠١٣٠/٨۵ ± ٠/٠١۶/١٢ ± ٠/٠١٢/۶١ ± ۶/۴٣لاکتوباسیلوس کازئی همراه با عصاره چای سبز نانولیپوزوم
٠/٠١ ± ٠/٠١٣٠/٨۶ ± ٠٠/٠۶/١۴ ± ٠/٠٢٢/۶٠ ± ۶/۴۶بیفیدوباکتریوم لاکتیس بدون عصاره چای سبز 

٠/٠۴ ± ٠/٠٢٣٠/٧۵ ± ٠/٠٢۶/١٣ ± ٠/٠١٢/۶٢ ± ۶/۴۴بیفیدوباکتریوم لاکتیس همراه با عصاره چای سبز آزاد
٠/٠٢ ± ٠/٠۵٣٠/٧۶ ± ٠/٠۴۶/١۶ ± ٠/٠٢٢/۶٣ ± ۶/۴٣بیفیدوباکتریوم لاکتیس همراه با عصاره چای سبز نانولیپوزوم
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(٠٫٠۵>p) . نمودار رشــد در گروه حاوی عصاره نانولیپوزومی چای سبز، با 
گروه دارای عصاره چای سبز آزاد شباهت داشت البته تعداد بیشتری باکتری 
شمارش شد. بیشترین اختلاف در تعداد بیفیدوباکتریوم لاکتیس بین گروه 
کنترل و گروه حاوی نانولیپوزوم عصاره چای ســبز در ســاعت ١٨ و معادل 

log ١/١ گزارش گردید.
اثر عصاره چای ســبز نانولیپوزومی بر بقا و زنده مانی لاکتوباسیلوس 

کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس در بســتنی: اثر عصاره چای ســبز آزاد و 

نانولیپوزومی بر بقای لاکتوباســیلوس کازیی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس در 
بســتنی، طی ١٨٠ روز نگهداری در انجماد در نمودارهای ۴ و ۵ نشان داده 

شده است.
همانطور که در نمودار ۴ مشــاهده می شود، در نمونه های بستنی فاقد 
عصاره، سیر نزولی در تعداد لاکتوباسیلوس کازئی، شیب تندی داشته و از
log ٧/٩۶ در روز صفر به log ٣/٨٠ در روز١٨٠ نگهداری در انجماد رســید 
کــه این کاهش معادل log ۴/١۶ می باشــد. در نمونه های بســتنی حاوی 
١٪عصاره چای ســبز آزاد، کاهش ملایم تری نســبت به گروه کنترل دیده 
شــد، بطوریکه لگاریتم تعداد باکتری بــه ۴/۶٢ (معادل log ٣/٣۴ کاهش) 

در انتهای دوره نگهداری رســید. در نمونه های بســتنی حاوی ١ ٪ عصاره 
چای ســبز نانولیپوزومی، کاهش تعداد باکتری نســبت بــه دو گروه دیگر 
بســیار کمتر و تنها معــادل log ١/۵٩ بود. در جــدول ١، درصد زنده مانی 
لاکتوباســیلوس کازئی همراه با عصاره چای سبز آزاد، نانولیپوزومی و فاقد 
عصاره در بســتنی طی نگهداری در انجماد نشــان داده شده است. میزان 
زنده مانی لاکتوباســیلوس کازئی همراه با عصاره چای ســبز آزاد طی ١٨٠ 
روز نگهداری در انجماد کاهش یافته، به طوریکه میزان زنده مانی در روز ١، 
از ٩٧/٢٣٪ به ٧٠/۶٠ درصد در روز ١٨٠ کاهش یافته اســت. در صورتیکه 
میزان زنده مانی لاکتوباسیلوس کازئی در بستنی های حاوی ١٪ عصاره چای 
سبز نانولیپوزومی به ترتیب ١/١٣ و ١/٧ برابر، بیشتر از نمونه های حاوی ١٪ 

عصاره چای سبز آزاد  و نمونه های فاقد عصاره می باشد.
بر طبق نمودار ۵، در تیمارهای مختلف بستنی، روند کاهشی در تعداد 
بیفیدوباکتریــوم لاکتیس مانند لاکتوباســیلوس کازئی می باشــد. در گروه 
کنترل و بســتنی های حاوی ١٪ عصاره چای ســبز آزاد، میانگین لگاریتم 
شمارش این باکتری از ٧/٩٠ در روز صفر به ترتیب به log ٣/۵٠ و  ۵/١١ در 
روز ١٨٠ نگهداری در انجماد رسید، به طوریکه این اختلاف در تعداد (معادل 

نمودار ١ (الف) اندازه ذرات بدست آمده بر اساس غلظت (ب) عکس میکروسکوپ الکترونی نانولیپوزوم چای سبز.

نمــودار ٢. اثــر عصاره چای ســبز آزاد و نانولیپوزومی بر روی رشــد لاکتوباســیلوس 
کازیی در طی ۴٨ ساعت.

نمــودار ٣. اثــر عصاره چای ســبز آزاد و نانولیپوزومی بر روی رشــد بیفیدوباکتریوم 
لاکتیس در طی ۴٨ ساعت.

نانو کپسولاسیون عصاره چای سبز 
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log ۴/۴) در گروه کنترل نسبت به بستنی های حاوی ١ ٪ عصاره چای سبز 
آزاد (معادل log ٢/٧٩) بیشــتر بوده است. در نمونه های بستنی حاوی ١ ٪ 

عصاره چای سبز نانولیپوزومی، کاهش تعداد باکتری نسبت به دو گروه دیگر 
بسیار کمتر و تنها معادل ٨۴/٠log بوده و تعداد بیفیدوباکتریوم لاکتیس در 

انتهای دوره نگهداری به ٧/٠۶ log رسید.
درصد زنده مانی بیفیدوباکتریوم لاکتیس همراه با عصاره چای ســبز 
آزاد، نانولیپوزومی و فاقد عصاره در بستنی طی نگهداری در انجماد در جدول 
٢ مشاهده می شود. میزان زنده مانی در روز ١ در بستنی های گروه کنترل، 
حاوی عصاره چای ســبز آزاد و نانو لیپوزومی به ترتیــب ٩۵/٨٢، ٩۶/۵٨ و 
٩٧/۵۶٪ می باشد و این زنده مانی در روز١٨٠ ام نگهداری به ٣/۴۴، ۶۴/۶٨ 
و ٨٩/٣۶ کاهش پیدا کرد، به طوریکه در اثر نانوکپسولاسیون عصاره چای 
سبز، درصد زنده مانی ١/۴ برابر افزایش یافت که این افزایش از نظر آماری 

معنی دار می باشد.
نتایــج آنالیز شــیمیایی: نتایــج اندازه گیری پارامترهای شــیمیایی در 

جدول٣ آمده است. آنالیز شیمیایی شامل اندازه گیری pH، اسیدیته، درصد 
چربی و درصد ماده خشــک بود. در هیچ یک از پارامترهای مورد بررســی 

.(p>٠٫٠۵) تفاوت معنی داری بین گروه های مورد مطالعه مشاهده نشد
نتایج ارزیابی حسی: میانگین رتبه های پارامترهای حسی درنمونه های 
بستنی حاوی لاکتوباسیلوس کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس فاقد عصاره 
و یا همراه با عصاره چای ســبز آزاد و نانولیپوزومی  در نمودار ۶ آمده است. 
بر اساس نتایج حاصل از ارزیابی حسی از نظر پذیرش کلی دو گروه کنترل 
(فاقد عصاره) و بستنی های حاوی ١ ٪ عصاره چای سبز نانولیپوزومی علاوه 
بر نداشتن اختلاف معنی دار با یکدیگر (٠٫٠۵>p)، رتبه بالاتری نسبت به 
نمونه های حاوی ١ ٪ عصاره چای سبز آزاد کسب نمودند. از نظر طعم و مزه، 
بافت و قوام، و خصوصیات ظاهری بین هر ســه گروه اختلاف معنی داری 
مشاهده شــد (٠٫٠۵>p) و بیشترین امتیاز را به ترتیب گروه کنترل، گروه 
دارای ١ ٪ عصاره چای سبز نانولیپوزومی و گروه دارای ١ ٪ عصاره چای سبز 

آزاد به خود اختصاص دادند.

بحث 
خواص فیزیکوشیمیایی و مورفولوژی عصاره چای سبز نانولیپوزومی: 

در مطالعه حاضر، خواص فیزیکوشــیمیایی و مورفولوژی عصاره چای سبز 
نانولیپوزومی مانند ســایز ذرات، شــاخص پراکندگی، پتانسیل زتا و میزان 
محصور سازی ارزیابی شد. بر طبق نتایج بدست آمده از DLS، وزیکول ها 
پراکندگی قابل قبولی داشــتند و شــاخص پراکندگی، پایین می باشــد. در 
مطالعات پیشــین که پلی فنول های چای ســبز را بــا روش های مختلفی 
مانند هموژنیزه کردن با فشــار بالا، روش فیلم نازک و ترکیب تزریق اتانل 
و فشار بالا نانوکپسوله کرده اند میانگن اندازه ذرات بدست آمده به ترتیب 
١٠٠> (٨) ، ١۶٠/۴ (١٨) وnm٨ /۶۶ (٣۶) بود. در حالیکه در مطالعه حاضر 
قطر بدســت آمده nm ۴۴٫٧ و ۴/۵ برابر کمتر از اندازه استاندارد ذرات نانو  
(nm ٢٠٠) می باشــد. احتمــالاً این تفاوت در انــدازه ذرات به میزان نیروی 

نمــودار ۶. ارزیابــی حســی نمونه هــای بســتنی حــاوی لاکتوباســیلوس کازئــی و 
بیفیدوباکتریوم لاکتیس همراه با عصاره چای سبز آزاد و نانولیپوزومی.

نمودار ۴. میانگین لگاریتم تعداد لاکتوباســیلوس کازئی همراه با عصاره چای ســبز 
آزاد و نانولیپوزوم شــده در بســتنی ســیمبیوتیک طــی ١٨٠ روز نگهــداری در انجماد 

.(CFU/g)

نمــودار ۵. میانگیــن لگاریتم تعــداد بیفیدوباکتریوم لاکتیس همــراه با عصاره چای 
سبز آزاد و نانولیپوزوم شده در بستنی سیمبیوتیک طی ١٨٠ روز نگهداری در انجماد 

.(CFU/g)



201

مکانیکی بکار رفته بستگی دارد که در صورت استفاده از نیروی بیشتر، ذرات 
کوچکتری حاصل می شود. همچنین استفاده از اتانل می تواند باعث تغییر 
بار سیســتم شده و درجه پایداری استری را تغییر دهد که منجر به کاهش 
سایز ذرات می شــود (١٠). بار سطحی و در نتیجه پایداری نانوذرات توسط 
پتانســیل زتا سنجیده می شود که یک پارامتر مهم در انعکاس خصوصیات 
فیزیکوشیمیایی و پایداری بیولوژیکی نانوذرات تولید شده در سوسپانسیون 
می باشد. پتانسیل زتا نانولیپوزوم های چای سبز mv  ١٢/۶ و به ترتیب بیشتر 
و کمتر از نتایج بدســت آمده از مطالعات Zou و همکاران در سال ٢٠١۴و 
Lu و همکاران در سال ٢٠١١ بوده که به ترتیب برابر با mv ۶/١۶ و ۶٧/٢ 
گزارش شــده است (١٨،٣۶). علت تفاوت در پتانسیل زتا به نوع فسفولیپید 
و کلســترول به کار رفته در تولید نانولیپوزوم بســتگی دارد، به این علت که 
این دو ماده از ترکیبات اصلی نانولیپوزوم ها هســتند. ثابت شــده است که 
سوسپانســیون ها با پتانسیل زتای بیشــتر، به دلیل دافعه بین ذرات باردار، 
پایدارتر بوده و بنابراین در برابر تمایلشان به تجمع مقاومت بیشتری از خود 
نشــان می دهند (١٠). همچنین در مطالعه ای Manosroi و همکاران در 
سال ٢٠٠٢ نشان دادند که لیپوزومها با بار منفی نسبت به بار مثبت قابلیت 

بهتری جهت حفظ مواد درونی خود دارند (٢١). 
میزان محصور ســازی یکــی از فاکتورهای تعیین کننده در اســتفاده 
نانولیپوزوم ها در صنعت می باشد و عواملی مانند مواد دیواره، ساختمان کپسول 
و واکنش بین مواد موجود در دیواره و درون هسته تأثیر گذار می باشند. دراین 
مطالعه میزان محصور ســازی عصاره چای سبز نانولیپوزومی تولید شده در 
شــرایط بهینه، ٩٧ ٪ بــوده که بالاتر از بازده ٧٨/۵ درصدی گزارش شــده 
توسط Zou و همکاران در سال ٢٠١۴ می باشد (٣۶). Fan  و همکاران نیز 
در ســال ٢٠٠٨ نشان دادند که فاکتورهای مختلفی مانند استفاده از مقادیر 
مناسب کلسترول و لیپید باعث افزایش میزان محصورسازی و نیز پایداری 
نانو ذره ها می شود (٣). به همین دلیل استفاده از روش Fang و همکاران در 
سال ٢٠٠۶ به دلیل داشتن بازده محصور سازی بالا یکی از بهترین روش ها 
جهــت تهیه نانولیپوزوم های حاوی ترکیبات فنلی می باشــد (۵). همچنین 
تحقیقات مختلف بیانگر این است که ترکیبات فنلی که از عوامل مؤثر در 
چای سبز می باشند با بازده بیشتری در لیپوزوم های دارای بار سطحی منفی 
محصور می گردند، زیرا در این حالت تراوایی غشاء نانولیپوزوم ها نسبت به 

حالتی که بار سطحی نانولیپوزوم ها مثبت یا خنثی باشد، حداقل است (۵).
اثــر عصاره چای ســبز نانولیپوزومی بر رشــد لاکتوباســیلوس کازئی 

و بیفیدوباکتریــوم لاکتیــس در محیــط کشــت: در ایــن مطالعــه، رشــد 

پروبیوتیک های لاکتوباســیلوس کازئــی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس تحت 
تأثیر ١ ٪ عصاره چای سبز آزاد و نانولیپوزومی، افزایش یافتند. در مطالعات 
پیشــین خواص پری بیوتیکی عصاره چای ســبز و اثر افزاینده آن بر رشد 
بیفیدوباکتریــا و لاکتوباســیل ها ثابت شــده اســت (٣٢،٣۵). Vodnarو
Socaciu در ســال ٢٠١٢ مشخص کردند که چای سبز به دلیل دارا بودن 

خاصیت بیفیدوژنیک، اثر تحریک کننده بر رشد بیفیدوباکتریوم اینفانتیس و 
بیفیدو باکتریوم بروی را دارد (٣١). ثابت شده است که اثر پری بیوتیکی چای 
سبز به دلیل خاصیت آنتی اکســیدانی و آنتی رادیکالی پلی فنول های آن 
می باشد، که در نتیجه محیط بهتری را برای رشد باکتری های پروبیوتیک 
فراهم می ســازد (٢٣،٣۴). همچنین Macdonald و همکاران در ســال 
١٩٨٣ بیــان کرده اند کــه پروبیوتیک ها دارای آنزیم هــای هیدرولیتیکی 
هســتند که قادرنــد گلیکوزیدهای فلاونوییــدی عصاره چای ســبز را به 
آگلیکون های مربوطه تبدیل نمایند (١٩). در این مطالعه نشــان داده شــده 
است که کپسولاسیون عصاره چای سبز در نانولیپوزوم ها باعث بهبود رشد 
باکتری های مورد آزمایش می شود که ناشی از افزایش حلالیت و پایداری، 
بهبود فراهم زیستی مواد مؤثره و همچنین افزایش فعالیت آنتی اکسیدانی 

در اثر نانو کپسولاسیون عصاره چای سبز است.
اثر عصاره چای ســبز نانولیپوزومی بر بقا و زنده مانی لاکتوباسیلوس 

کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیسدر بستنی: در مطالعات مختلف از روش های 

متعددی جهت افزایش بقای پروبیوتیک ها مانند میکروکپسولاســیون در 
مواد غذایی اســتفاده شده است. یافته های مطالعه حاضر نیز نشان می دهد 
که می توان از نانوکپسولاســیون پری بیوتیک هــا به منظور افزایش بقای 
پروبیوتیک ها استفاده نمود. در این مطالعه برای نخستین بار، اثر عصاره چای 
سبز نانولیپوزومی در بقای لاکتوباسیلوس کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس 
در بســتنی طــی ١٨٠ روز نگهداری در انجماد مورد بررســی قرار گرفت و 
نتایج نشــان دهنده اختلاف معنی دار در تعداد باکتری های لاکتوباسیلوس 
کازئی و بیفیدوباکتریوم لاکتیس متاثر از ١ ٪ عصاره چای سبز نانولیپوزومی 
Molan ا.(p<٠٫٠۵) نســبت به عصاره چای سبز آزاد در بستنی می باشــد

و همکاران در ســال ٢٠٠٩ اظهار نمودند که ایــن باکتری ها قادرند از پلی 
فنول های چای ســبز به عنوان منبع کربن اســتفاده کرده و همچنین این 
ترکیبات به عنوان آنتی اکسیدان و ضد رادیکال باعث کاهش استرس های 
ناشی از اکسیداسیون و به دنبال آن فراهم کردن محیط مناسب تری برای 
پروبیوتک ها می شوند و درنهایت قادرند امکان زنده مانی با درصد بالاتر را 
برای پرویوتیک ها مهیا سازند (٢٣). نتایج این تحقیق نشان می دهد که طی 
فرایند نانوکپسولاسیون، قابلیت فراهمی زیستی عصاره چای سبز افزایش 
می یابد و تأثیر فزاینده ای در بقای پروبیوتیک ها در بســتنی دارد. همچنین 
خاصیت پری بیوتیکی چای ســبز به دلیل حساســیت پلی فنل های آن به 
شــرایط انجماد در پروسه تولید، فشار و اکسیداســیون کاهش می یابد اما 
فرایند نانوکپسولاسیون به دلیل داشتن نقش حفاظتی تأثیر بسزایی بر بهبود 
عملکرد چای سبز در نقش پری بیوتیک ایفا می کند و از آنجا که چای سبز 
دارای خاصیت بیفیدوژنیک اســت، تأثیر بیشتری بر بقای بیفیدوباکترویم 

لاکتیس نسبت به لاکتوباسیلوس کازئی دارد (٣١).
Lacey  و همکاران در ســال ٢٠١۴ ثابت کردند که عصاره چای سبز 
گونه china white hair باعث بقای پروبیوتیک های لاکتوباســیلوس 
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پاراکازئــی و لاکتوباســیلوس اســیدوفیلوس و همچنیــن بیفیدوباکتریوم 
انیمالیس در مدل نوشــیدنی می شود، که بیشــترین تعداد باکتری در گروه 
بیفیدوباکتریوم انیمالیس گزارش شده است. طی ٢۴ ساعت اول نگهداری، 
log ۵ /٠ کاهش در تعداد لاکتوباسیلوس اسیدوفیلوس مشاهده شده است 
که در ۴٨ ساعت به کمتر از log ٢ کاهش یافته، اما کاهش لاکتوباسیلوس 
پاراکازئــی در ٢۴ ســاعت اول log ٠/٣ بوده که در ۴٨ ســاعت نســبت به 
زمان صفر حتی log ٠/٠٨  افزایش نیز یافته اســت. این ســیر صعودی در 
 log بیفیدوباکتریوم انیمالیس با شدت بیشتری دیده می شود، به طوریکه از
۶/١۴ در زمان صفر به log ۶/۵٢  در ٢۴ ســاعت و log ۶/۵۵ در ۴٨ ساعت 

رسیده است (١).
Najgebauer-Lejko نیز در سال ٢٠١۴ بیان کرد که بیفیدوباکتریا 
در شــیرهای تخمیری غنی شده با چای سبز بیشترین بقا را در مدت زمان 

طولانی تر نسبت به سایر پروبیوتیک ها دارد (٢۴).
اثر عصاره چای ســبز بر بقای پروبیوتیک ها در شــیر و ماســت توسط 
مرحمت زاده و همکاران نیز در ســال ٢٠١٣ مطالعه شــده است و به دنبال 
افزایــش غلظت چای ســبز، پروبیوتیک ها بقای بیشــتری داشــتند (٢٢). 
همچنیــن در این مطالعه ترکیبات فنلی موجود در چای ســبز را مســئول 
خاصیت پری بیوتیکی آن دانســتند، اما نتایــج مطالعه Jaziri و همکاران 
در ســال ٢٠٠٩ نشان می دهد که چای ســبز اثر معنی داری بر رشد و بقای 
پروبیوتیک هــا نــدارد (١۵). البته می توان این تفــاوت در نتایج را به گونه و 
ترکیبات مؤثر چای، غلظت مورد اســتفاده از عصاره، نوع فراورده شیری و 
روش تولید آن نسبت داد. البته لازم به ذکر است که Shah و همکاران نیز 
در سال ٢٠١٠ خاصیت آنتی اکسیدانی چای سبز و به دنبال آن ایجاد محیط 
مناسب برای بقای پروبیوتیک ها را دلیل پری بیوتیک بودن آن دانستند که 

با نتایج مطالعه حاضر نیز مطابقت دارد (٢۶).
ارزیابــی حســی: در مطالعــه حاضر عــلاوه بر مدت زمــان ماندگاری 
پروبیوتیک ها، خواص حســی بســتنی نیز مورد ارزیابی قرار گرفت و هیچ 
گونه اثر نامطلوبی در رنگ، بافت و قوام و همچنین طعم و مزه نمونه های 
بستنی حاوی عصاره چای سبز نانولیپوزومی مشاهده نشد. همچنین وجود 
پروبیوتیک ها در این دو حالت منجر به ایجاد طعمی شــبیه ماست یا طعم 
ناشی از وجود پروبویتیک ها نگردید. ارزیابی کلی مثبت بود و هیچ احساس 
نامطلوبی مانند وجود دانه های شــبیه شن، بافت ضعیف و شکننده و حالت 
پفکی گزارش نشد. در ضمن خصوصیات ظاهری و بافت و قوام بستنی های 
حاوی عصاره چای سبز نانولیپوزومی مقبولیت بیشتری نسبت به بستنی های 
دارای عصاره چای ســبز آزاد داشــتند که این ویژگــی در پذیرش کلی نیز 
صدق می نماید. در مطالعه ای که توسط Marhamatizadeh و همکاران 
در ســال ٢٠١٣ انجام شده نیز چای ســبز تفاوت معنی داری در طعم و مزه 
ماست های پری بیوتیکی طی ٢١ روز نگهداری در یخچال ایجاد نموده است 
(٢٢). قابل ذکر اســت که در فاکتورهای بررسی شده در آنالیز شیمیایی نیز 

.(p>٠٫٠۵) تفاوت معنی داری بین دو گروه مورد مطالعه وجود نداشت

تشکر و قدردانی
نویســندگان مقاله از زحمات ســرکار خانم مهندس قدمی کارشناس 
محترم آزمایشــگاه بهداشــت مواد غذایی و همچنیــن از معاونت محترم 
پژوهشــی دانشــکده دامپزشــکی دانشــگاه تهران صمیمانه سپاسگذاری 

می نماید.
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Abstract:
BACKGROUND: The application of natural compounds including green tea extract 

(GTE) in food preparation and pharmaceutical industries is limited. Nowadays, encapsu-
lation in nanoliposomes could be used as a delivery system to protect compounds during 
processing and storage. OBJECTIVES: In this study, physicochemical characterization of 
green tea extract encapsulated in nanoliposomes and its prebiotic activities on two probi-
otic bacteria Lactobacillus casei and Bifidobacterium lactis were evaluated in media and 
ice cream. METHODS: At first, GTE encapsulated in liposomes by thin film layer method 
and with sonication liposomes reached to nanoscale. For evaluation of the prebiotic activ-
ity of nanoliposomal GTE on probiotics, 1% of nanoliposomal GTE in the presence of 
Lactobacillus casei and Bifidobacterium lactis was added to MRS broth and ice cream. 
RESULTS: The mean diameter of nanoliposomes was about 44/7± 1/9 nm and had 0/203 
±0/014 polydispersity index. Entrapment eficiency of nanoliposomal GTE under the op-
timum conditions was 97%. Moreover, addition of 1% nanoliposomal GTE significantly 
increased the growth rate of Lactobacillus casei and Bifidobacterium lactis in culture me-
dia (p<0.05). The lowest reduction of Lactobacillus casei count during storage period 
was recorded in ice cream containing 1% of nanoliposomal GTE, while the control group 
showed the reduction of 4/16 log in Lactobacillus casei count. Similarly, addition of 1% 
of nanoliposomal GTE was most effective on survival of Bifidobacterium lactis in ice 
cream, since the bacterial count lowered only 0/84 log during the storage compared to 4/4 
log reduction in control group. CONCLUSIONS:  The considerable effect of nanoliposomal 
GTE on growth and survival rate probiotics in media and ice cream has been presented in 
this study and  the use of nanoliposome encapsulation can be proposed as a new method to 
increase stability of natural compounds, during different processes.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Survival of  lactobacillus casei with free and nanoliposomal green tea extract in the symbiotic ice cream during 180 day 
storage in freeze (%).
Table 2. Survival of bifidobacterium lactis with free and nanoliposomal green tea extract in the symbiotic ice cream during 180 day 
storage in freeze (%).
Table 3. Chemical properties of ice cream samples contain probiotics with free and nanoliposomal green tea extract.

Figure 1. (a) particle size based on volume (b) Microscopic electron of Green tea extract nanoliposome.

Figure 2. Effect of free and nanoliposomal green tea extract on the growth of lactobacillus casei duing 48 h.
Figure 3. Effect of free and nanoliposomal green tea extract on the growth of bifidobacterium lactis duing 48 h.

Figure 4. Number of lactobacillus casei with free and nanoliposomal green tea extract in the symbiotic ice cream during 180 day 
storage in freeze (Mean Log CFU/g).
Figure 5. Number of bifidobacterium lactis with free and nanoliposomal green tea extract in the symbiotic ice cream during 180 day 
storage in freeze (Mean log CFU/g).
Figure 6. Sensory analysis of ice cream samples contain lactobacillus casei and bifidobacterium lactis with free and nanoliposomal 
green tea extract.


